esp@cenet document view Page 1 of 2 

SYSTEME ECHANTILLONNEUR AUTOMATIQUE D'UN LIQUIDE BIOLOGIQUE A 
PRELEVEMENT STERILE 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 

Applicant: 
Classification: 
- international: 



FR2647213 
1990-11-23 

MARC IVAN; BLANCHARD FABRICE; RONAT 
EVELYNE; RABAUD JEAN-NOEL 

CENTRE NAT RECH SCIENT (FR) 



Also published as: 

Q WO9014586(A1) 
ra EP0473676{A1) 



G01N1/10: G01N33/48 
-european: C12M1/26; G01N1/14; G01N1/28A 

Application number: FR1 9890006647 19890522 
Priority number(s): FR1 9890006647 19890522 



Report a data error here 



Abstract Of FR2647213 

The invention relates to a system of automatic 



sterile sampling of a biological fluid. A filter 
module (1) is placed at the end of the sampling 
module (2) in the reactor (R). The sampling 
vessel (3) is directly connected to the outlet of the 
sampling module (2). A fluid injection circuit (40. 
41 , 42) is provided for controlling the sampling 
circuits which consist of the filter module (1), the 
sampling module (2) and the sampling vessel (3), 
said injection circuit being sequentially controlled 
by a control and calculation computer (5). 
Applications in laboratory or industrial sampling 
systems. 
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@ Systeme echantillonneur automatique d'un liqulde bioiogique a prelevement sterile. 



(I?) L'invention est relative d un systeme dchantiltonneur d'un 
liquide bioiogique d prelevement sterile. 
Un module de filtration 1 est plac6 en extr6mrt6 du module 
' de pr6l6vement 2 dans le r^acteur R. Le pot d'6chantillonnage 
3 est directement connect^ en sortie du module de preleve- 
ment Z Un circuit 40, 41. 42 d'injection de fluides de contrdle 
des circuits d« pr6l6vement constitufe par le module de 
filtration 1, le module de prei^vement 2. le pot d'echantillon- 
nage 3 est prfivu. ce . circuit dinjection 6tant command^ s6- 
quentiellement par un calculateur 5 de contrdle et calcul. 

Application aux systemes 6chantiIlonneurs de laboratoires ou 
industrieis. 
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La presente invention est relative a un systeme echantillon- 
neur automatique d'un iiquide biologique a preJevement sterile. 

Le deveJoppement de nouveaux capteurs "in situ" utilisabies 
en iigne dans les reacteurs biologiques, tels que les fermenteurs, est 
3 actueiiement fortement limite par la necessite de steriliser ces materiels. 

De maniere plus classique, seuls sont disponibles des capteurs 
de mesure physico-chimique de temperature, pression, potentiel . Redox, 
pression partielle d*oxygene et C02 dissous ou de mesure de molecules 
gazeuses et voiatiles dans Jes gaz ou a I'aide de membranes. La prise 
10 sterile d*echantilion Iiquide apparait done comme une solution au manque 
de capteurs "in situ", car dans ce cas, 11 est possible de coupler de 
nombreux analyseurs classiques pour la detection en ligne des molecules a 
quantifier* 

A i'heure actuelle de nombreux auteurs ont propose differents 
13 systemes de prelevement de milieu iiquide biologique filtre, tels des 

milieux de fermentation, afin de pouvoir suivre ou controler devolution de 

precedes biotechnologiques. 

II est note que ia plupart de ces systemes comportent un 

recycJage continu de milieu a filtrer. Le principe de ces systemes consiste 
20 en un pompage continu du milieu biologique circuiant dans une canalisation 

externe au reacteur avec, ensuite, reinjection dans le reacteur. Le 

prelevement peut etre sequentiel ou continu. 

De tels systemes ont fait Tobjet notamment d'une description 

dans le brevet US U 501 161 delivre le 26 fevrier i9S3. Le systeme decrit 
23 . dans ie brevet precite comprend deux membranes de diametre moyen 

comprenant des pores variant entre 1 et 10 pm et formant une boucle de 

recirculation externe avec prelevement sequentiel, 

Un autre systeme de ce type a fait i'objet d'une description 

dans Tarticle "An automatic and sterilizable sampler for laboratory 
30 Fermentors ; Application to the on-line control of glucose concentration" 

public par Mohamed Ghoul, Evelyne Ronat et 3ean-Marc Engasser dans la 

revue Biotechnology and Bioengineering Vol. XXVII p. 119*121 (19S6) 3ohn 

Wiley & Sons, Inc. 
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Le systeme decrit dans I'articie precite met egaiement en 
oeuvre une boucie de recirculation et une sterilisation a la vapeur des 
circuits de prelevement jusqu*au module de filtration doit etre prevue. 

Plus recemment, un certain nombre de systemes ont ete 
5 proposes par differents constructeurs. Parmi ces derniers, un systeme a 
filtration au moyen d*un module ceramique multicouche asymetrique a ete 
decrit dans le document 86 1100459 "On Line Aseptic Autosampler" publie 
par la Societe Komatsugawa Chemical Engineering Co., Ltd, 10-3, 
Iwamoto-cho I- Chome, Chiyoda-ku, Tokyo Japon. Ce type d'appareil fait 

10 I'objet cependant d'une sterilisation a la vapeur. 

Ainsi, les differents systemes precedemment decrits sont, la 
plupart du temps, utiiisables dans des conditions de travail iimitees, 
fermentation de Jevures ou cellules vivantes de grande taille. Les 
problemes le plus frequemment rencontres sont lies a la polarisation et au 

13 colmatage plus ou moins rapides selon le type de membrane de filtration 
utilisees, surtout dans le cas de filtrations frontales, a la duree de latence 
pour obtenir un echantilion representatif dans le cas de filtrations 
tangentielles, a la taille des pores qui, trop importante, ne permet pas de 
travalller avec des bacteries, a la complexite des systemes qui comprennent 

2C soit un grand nombre de pompes, soit des systemes de sterilisation a vapeur 
complexes, au volume trop important de la boucie de recyclage par rapport 
au volume d'un petit reacteur ou fermenteur de laboratoire, de I'ordre de 
deux litres, ainsi qu'a la fiabilite de la prise sterile d'echantillon et done 
au respect de la sterilite. 

25 Le systeme echantilionneur automatique d'un liquide biolo- 

glque a prelevement sterile, objet de rinvention, a pour but de remedier a 
Tensemble des inconvenients precites. 

Un autre objet de la presente invention est la mise en oeuvre 
d'un systeme ne comportant pas de boucie de recirculation du liquide 

30 biologique soumis au prelevement. 

Un autre objet de la presente invention est la mise en oeuvre 
d'un systeme dans lequel les organes de sterilisation a la vapeur sont 
supprimes. 
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Un autre objet de la presente invention est egaJement ia mise 
en oeuvre d'un systeme permettant d'assurer le prelevement d'echantilJons 
dans des conditions de fiabiiite et de steriiite satisfaisantes en Tabsence. 
d*une sterilisation effective des circuits correspondants au cours de 
3 preievements successifs. 

Le systeme echantillonneur automatique d'un iiquide biolo- 
gique a preJevement steriJe, objet de Tinvention, comprend un module de 
prelevement dans un reacteur du Iiquide bioioglque, un module de filtration 
reiie a un pot d'echantillonnage, un circuit de distribution du ou des 
10 echantillons vers des moyens analyseurs et des moyens de commande et de 
calcul interconnectes respectivement au module de prelevement, au module 
de filtration, au pot d'echantilionnage et au circuit de distribution du ou 
des echantillons pour assurer une commande sequentieile de la prise 
d'echantillons, 

15 II est remarquable, d'une part, en ce que le module de 

filtration est place en exiremite. du module de prelevement dans Je 
reacteur, le pot d'echantillonnage etant directement connecte en sortie du 
module de prelevement et, d'autre part, en ce qu'il comprend un circuit 
d'injection de fluides de contrdle des circuits de prelevement constitues par 

20 le module de prelevement, le pot d'echantillonnage, le circuit d'injection de 
fluides de controle etant commande sequentiellement par le moyen de 
commande et de calcul. 

Le systeme, cbjet de Tinvention, sera deer it de maniere plus 
detaillee en liaison avec les dessins ci-apres dans lesquels : 

25 ' .la figure 1 represente une vue generale du systeme 

echantillonneur automatique d'un Iiquide biologique a prelevement sterile 
objet de I'invention, 

. la figure 2 represente une vue en coupe selon un plan 
longitudinal de symetrie d*un pot d'echantillonnage permettant la 

30 - realisation du systeme selon rinvention, tel que represente en figure 1, 
• les figures 3 et representent en coupe selon un plan de 
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symetrie longitudinale respectivement d'un module de filtration et d'une 
cartouche ou manchon de filtration, conformement a I'objet de la presente 
invention, 

. la figure 5 represente un organigramme simpllfie permettant 
de realiser une ou plusieurs prises d'echantillons sequentielles, conforme- 
ment au systeme selon ^invention. 

Les reactions metaboliques complexes mises en jeu chez les 
microorganismes (bacteries, levures, champignons, cellules vegetales et 
animaies) au cours des procedes de "fermentation" sont sensibles a de 
nombreux parametres exterieurs, tels que pH, temperature, pression, ainsi 
qu*a J'Sge ou Teiat physiologique des cellules. 

D'un point de vue industriel et pratique, il est indispensable 
de maitriser revolution des procedes en agissant sur les parametres 
physico-chimiques ou en controlant la composition du milieu de culture en 
certains de ses constituants essentiels. . La maitrise quantitative des 
procedes est un element primordial dans i'obtention de hautes productivites 
ou de produits de qualite constante. A Pheure actuelle, le sulvi des 
procedes est, dans la grande majorite des cas, realise a partir d'une prise 
d'echantillon hors Ixgne. Cet echantillon est compose d*une phase Jiquide et 
d'une phase soiide comprenant les microorganismes et d'autres materiaux 
comme des debris cellulaires ou encore provenant de la matiere premiere. 
L'analyse quantitative des composes biochimiques, substrats et produits du 
metabolisme, par les metliodes classiques de chromatographie en phase 
gazeuse ou iiquide, par exemple, necessite Telimination des particules 
soiides. 

Le prelevement hors ligne presente toutefois un certain 
nombre de problemes et d'inconvenients comme le risque de contamination 
ou la non representativite de Techantillon due aux techniques d'echan- 
tillonnage et de separation solides-liquide, en particulier dans le cas 
d'analyses de metabolites volatiles. 

Par contre, un echantillonnage en ligne permet en principe de 
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mieux controler un procede s'il repond a un certain nombre de criteres. Le 
volume preJeve doit etre faible, constant et representatif de J'etat du 
milieu de fermentation grdce a un systeme simple et fiable qui, par sa 
conception, minimise les pertes de maniere a pouvolr §tre utilise dans des 
reacteurs a contenance limitee (a partir de 2 litres). Tout en garantissant 
une filtration performante, rapide et repetitive a interval les de temps 
reguilers mais variables, le dispositif doit assurer une steriiite absolue 
vis-a-vis du milieu de culture. 

Le systeme echantiiionneur automatique d'un iiquide biolo- 
gique a prelevement sterile, objet de la presente invention, sera tout 
d'abord decrit en liaison avec la figure 1. 

Selon la figure precitee, le systeme echantiiionneur, objet de 
rinvention comprend un module de prelevement 2 d'echantillons dans un 
reacteur R ou fermenteur du iiquide biologique considere. II comprend 
egalement un module de filtration 1, le module de filtration I et le module 
de prelevement 2 etant relies a un pot d'echantillonnage 3. Un circuit de 
distribution CD du ou des echantillons preleves vers des moyens analyseurs 
est egalement prevu. Le systeme echantiiionneur, objet de I'invention. 
comporte en outre des moyens de commande et de calcul 5 interconnectes 
respectivement au module de prelevement 2 et au module de filtration 1 au 
pot d*echantillonnage 3 et au circuit de distribution CD du ou des 
echantillons pour assurer une commande sequentielle de la prise d'echan- 
tillon precitee. 

Selon une caracteristique particulierement avantageuse du 
systeme, objet de invention, le module de filtration 1 est place en 
extremite du module de prelevement 2 dans le reacteur R ou fermenteur. 
Le pot d'echantillonnage, conformement a un autre aspect particulierement 
avantageux du systeme objet de Tinvention, est aiors directement connecte 
en sortie du module de prelevement 2, en ^absence de boucle de recyclage 
du Iiquide biologique preleve. 

Ainsi qu'on Ta en outre represente en figure 1, le systeme 
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echantillonneur comporte egalement un circuit (>0, 41, 42 dUnjection de 
fiuides de controle des circuits de prelevement constitues par le module de 
filtration 1, le module de prelevement 2, le pot d'echantillonnage 3. 

Selon un autre aspect particulierement avantageux du systeme 
echantillonneur, objet de Tinvention, ainsi qu'il sera decrit plus en detail 
ci-apres dans la description, le circuit d'injection de fiuides de controle est 
commande sequentieilement par le moyen de contrdle et de calcul 5. 

Afin de realiser I'ensemble des differentes fonctions du 
systeme echantillonneur automatique d'un liquide biologique a preleve- 
ment sterile, objet de la presente invention, le circuit d'injection de fiuides 
de controle des circuits de prelevement comporte avantageusement, ainsi ' 
qu'on Ta represenie en figure 1, un premier circuit 40 dUnjection d'un gaz 
inerte au liquide biologique a prelever. Ce circuit permet avantageusement 
d'assurer un predecolmatage et/ou un decolmatage du module de filtration 
1 par injection du gaz inerte vers le reacteur ou fermenteur R. 

Ainsi qu'on ie comprendra, le gaz inerte par rapport au liquide 
biologique pour assurer les fonctions de predecolmatage ou de decolmatage 
peut etre constitue, en fonction de la nature du liquide biologique 
considere a echantillonner, par de Tair, de Tazote, du gaz carbonique par 
exemple. 

Ainsi qu'on Ta en outre represente en figure 1, le circuit 
d'injection de fiuides de controle des circuits de prelevement comporte un 
deuxieme circuit 41 d'injection d'une eau de ringage des circuits assurant 
la liaison entre ie reacteur ou fermenteur R et le pot d'echantillonnage 3. 

De meme, sur la figure 1 precitee, on a represente un 
troisieme circuit 42 d'injection d'air sec dans les circuits assurant la liaison 
entre le reacteur ou fermenteur R et le pot d'echantillonnage 3» Le circuit 
42 precedemment mentionne est done egalement Pun des elements 
constitutifs du circuit d'injection de fiuides de contrdle, conformement a 
I'objet de ia presente invention, ce circuit 42 permettant d'assurer un 
sechage des circuits assurant la liaison entre le reacteur R et le pot 
d'echantillonnage 3. 
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tin mode de realisation avantageux des premier 40, deuxieme 
'^l et troisieme U2 circuits d'injection d*un gaz d'eau de ringage et d'air sec 
inerte sera decrit en. liaison avec ia figure 1, ce mode de realisation 
permettant d'assurer Tinjection du gaz inerte precite de Teau de ringage et' 
de Tair sec. 

Ainsi qu*on I'a represente sur la figure 1 precitee, ies premier 
40, deuxieme 41 et troisieme 42 circuits d'injection peuvent avantageuse- 
ment §tre const itues par une premiere electrovanne 421 a trois voies 
interconnectee en liaison entre Textremite du module de prelevement 
reliee au module de filtration 1 et Je pot d*echantilionnage 3. Cette 
premiere electrovanne a trois voies 421 regoit sur une entree auxiliaire 
J'eau de ringage ou Tair de sechage, ainsi qu'ii sera decrit ci-apres. 

Afin d'assurer Talimentation de Tentree auxiliaire precitee de 
la premiere electrovanne a trois voies 421 en eau de rinq:age ou en air de 
sechagei Je deuxieme circuit d'injection 41 peut, ainsi que represente sur la 
figure 1, avantageusement etre constitue par une deuxieme electrovanne a 
trois voies 422 connectee en liaison entre le circuit d'amenee d'eau de 
ringage et I'entree auxiliaire de ia premiere electrovanne 421 precedem- 
ment mentionnee. La deuxieme electrovanne a trois voies 422 regoit sur 
une entree auxiliaire I'air de sechage destine a assurer le sechage precite. 

Enfin, ainsi que represente en figure 1, une troisieme 
electrovanne a trois voies 423 est prevue, cette troisieme electrovanne 
etant connectee en liaison entre ia premiere electrovanne 421, en sortie de 
ceJie-ci, et le pot d'echantiilonnage 3. Une entree auxiliaire de la 
troisieme electrovanne 423 regoit le gaz inerte au liquide biologique pour 
assurer la fonction de predecolmatage ou de decolmatage precedemment 
citee. La troisieme electrovanne 423 constitue ainsi Tentree du premier 
circuit d'injection 40 precite. On notera que I'alimentation en gaz inerte 
par rapport au liquide biologique peut etre effectuee a partir d'un reservoir 
de gaz inerte sous pression. II en est de meme, en ce qui concerne 
Talimentation en air de sechage, de la deuxieme electrovanne a trois voies 
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422. Bien entendu, cette electrovanne precedemment citee U22 est 
aJimentee a partir d'un reservoir d*eau distiilee, lequel distribue I'eau de 
ringage precedemment mentionnee. 

Afin d'assurer le prelevement des echantillons de liquide 
5 biologique, d'une part, et les differentes fonctions de predecolmatage, 
decoimatage, ringage et sechage, ainsi qu'on I'a represente en figure 1, les 
moyens de prelevement 2 comportent en outre une pompe de type pompe 
peristaltique 20 assurant I'interconnexion entre la troisieme electrovanne 
423 et le pot d'echantillonnage 3. On notera que, de maniere avantageuse, 

10 Ja pompe peristaltique 20 est associee a une vanne ou electrovanne 22 
montee en by-pass sur la pompe precitee, L'ouverture brutale de 
I'eiectrovanne 22 permet d'effecTuer un decoimatage du module de 
filtration 1 en cours de prelevement. En effet, cette ouverture provoque 
I'arret de I'aspiration en amont de la pompe 20, et done un decollage des 

13 particules qui se seraient agglomerees sur la couche ou membrane 
exterieure 113 du module de filtration 

On notera enfin que la jonctlon entre I'element de preleve^ 
ment 2 et le module de filtration 1 peut avantageusement etre realisee par 
rintermediaire d'une vanne manuelle 23. Cette vanne manuelle permet 

20 d'assurer une fonction de securite afin d'isoler totalement, le cas echeant, 
le reacteur R, et le milieu biologique contenu dans ce dernier, de 
i'ensemble de Tinstallation. 

Selon une aut-e caracteristique avantageuse du systeme, objet 
de Tinvention, le pot d'echantillonnage 3 est un pot refrigere. Ainsi, le pot 

23 d'echantillonnage 3 comporte une double parol, dans laquelle est menage 
un courant de liquide refrigerant permettant de maintenir Techantillon de 
liquide biologique preleve a une temperature predeterminee en fonction de 
la nature du liquide biologique considere. Le systeme de refrigeration du 
pot d'echantillonnage 3 ne sera pas decrit car il peut §tre realise par tout 

30 moyen habituellement utilise en laboratoire permettant des conditions de 
refrigeration compatibles avec Tobtention et le maintien du caractere de 
steriiite du ou des echantillons preleves. 
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line description plus detaillee d'un mode de realisation 
avantageux d'un pot d'echantillonnage 3 sera donnee en liaison avec la 
figure 2. 

La figure 2 precitee represente une vue en coupe selon un 
3 plan longitudinal de symetrie d'un pot d'echantillonnage 3 selon un mode 
de realisation avantageux du systeme objet de Tinvention. 

Selon la figure precitee, le pot d'echantillonnage comprend un 
orifice 30 d'entree d'echantlllon, cet orifice 30 etant directement relie en 
sortie de la pompe peristaltique 20. L'orlflce d'entree d'echantlllon 30 est 

10 lui-m#me relie a une chambre 31 d'admission d'echantlllon, cette chambre 
d'admission etant munie d'un repartiteur 310. Un event 311 est prevu, cet 
event etant en communication avec la chambre d'admission 31 precitee. Le 
repartiteur 310 peut etre constitue ayantageusement par un element 
conique de revolution muni de trous traversants paralleles a I'axe 

13 longitudinal du pot d'echantillonnage 3. Les trous traversants precites son: 
en communication avec une chambre de reception d'echantillon 32. La 
chambre de reception d'echantillon 32 est elle-meme en communication 
avec un orifice de sortie d'echantillon 33, iequei est lui-meme relie au 
circuit de distribution CD, ainsi qu'il sera decrit ulterieurement dans la 

20 description. 

Ainsi qu'on I'a represente en outre en figure 2, la chambre de 
reception 32 d'echantillon est munie d'une pluralite d'electrodes 320, 321, 
322. Les electrodes precitces constituent des sondes de niveau de liquide 
blologique echantillonne. De ia^on non limitative, I'electrode 320 peut 
23 correspondre a un volume d'echantillons preleves minimum, I'electrode 321 
peut correspondre a un volume d'echantillons preleves intermediaire, et 
I'electrode 322 peut correspondre a un volume d'echantillons preleves 
maximum. 

Le corps du pot d'echantillonnage peut alors etre realise en un 
30 materiau inerte au liquide blologique, tel que par exemple des plastiques 
alimentaires ou analogue. 
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Ainsi qu'on Ta represente en outre en figure 1, J'orifice de 
sortie 33 du pot d'echantillonnage est connecte au circuit de distribution 
CD par Tintermediaire d'une eiectrovanne a deux voies 35. Cette meme 
electrovanne a deux voles. 35 est elie-m§me interconnectee a une 
eiectrovanne a trois voies 36, dont une entree est connectee a I'electro- 
vanne a deux voies 35, une premiere sortie directe est connectee a une 
canalisation d'evacuation ou egout et une deuxieme sortie commandee est 
reliee vers un tube de distribution ou vers un coilecteur de fraction 
d'echantillon. 

En outre, alnsi qu'on Ta represente en figure 1, Tevent 311 sur 
la figure 2 est lui-meme relie par Tintermediaire d'une eiectrovanne a trois 
voies 37, d'une part, vers une canalisation d'evacuation .ou egout en liaison 
directe et, d'autre part, en liaison commandee vers une source de pression 
d'un gaz inerte ou liquide biologique echantillonne. 

Dans un mode de realisation avantageux du systeme, objet de 
I'invention, tel que represente en figure 1, la liaison entre la premiere 
eiectrovanne a trois voies i^2\ .et Textremi-te du module de prelevement 
relie au module de filtration 1 est effectuee par i'intermediaire d'une 
vanne multivoies de selection 21. Les entrees multiples de la vanne de 
selection 21 peuvent etre reliees sequentiellement a un reacteur different 
determine, chaque reacteur pouvant contenlr des solutions biologiques 
differentes ou des lots differents d'une meme solution biologique. La sortie 
de la vanne multivoies dc' selection 21 est directement connectee a la 
premiere eiectrovanne a trois voies ^21. 

Sur' la figure i, les electrovannes a deux voies et les 
elearovannes a trois voies ont ete representees de maniere symbolique, les 
electrovannes a deux voies comportant une entree d*admission A et urie 
sortie de refoulement r, la mise sous tension de I'electrovanne provoquant 
i'admission par l*entree A et le refoulement par la sortie r du fluide 
considere. De meme, les electrovannes a trois voies ont ete representees 
comme comportant une entree d'admission A, une sortie de refoulement ou 
entree r et une entree auxiliaire P, I'absence de commande en tension de 
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i'eJectrovanne a trois voies consideree permettant la transmission d'un 
fluide entre Tentree d'admission A et la sortie de refouiement r ou 
reciproquement, alors que la commande en tension de Telectrovanne a trois 
voies consideree a pour effet la transmission d'un fluide different entre 
i'entree auxiiiaire P et la sortie de refouiement r. Le fonctionnement de 
Tensembie du dispositif ou systeme objet de Tinvention, tei que represente 
en figure 1, sera decrit ulterieurement dans la description. 

line description plus detaillee du module de filtration i sera 
maintenant donnee en liaison avec la figure 3. 

Conformement a Ja figure precitee, le module de filtration 1 
comporte avantageusemeht un corps de f litre central 10 formant axe de 
montage d'un element de filtration et un element de filtration amovible 1 1 
forme par un manchon en materiau ceramique* L'element de filtration 
amovible 11 est engage sur Taxe de montage 10. La liaison entre les bords 
de section droite de l'element de filtration 1 1 et les surfaces d'appui de 
I'axe de montage 10 est effectuee au moyen de joints d'etancheite notes 
100, 110 sur ia figure 3. Les joints d'etancheite peuvent avantageusement 
£tre constitues par des joints au silicone. 

Selon un aspect particulierement avantageux du systeme objet 
de i'invention, Telement de filtration 11 est constitue par un manchon 
cylindrique 112, ainsi que represente en figure 4, en coupe selon un plan de 
symetrie longitudinal du manchon. Ce manchon cylindrique 112 peut 
avantageusement etre constitue en ceramique de diametre moyen de pores 
de I'ordre de 10 pm. En outre, ainsi qu*on Ta represente sur cette meme 
figure une couche interne 114 et une couche externe 113 en ceramique 
greffee sont prevues sur les surfaces iaterales interne et externe du 
manchon cylindrique precite. Les couches interne IIU et externe 113 
greffee presentent un diametre moyen de pores inferieur ou egal a 0,2 pm 
et font office de membrane filtrante. 

En outre, en vue de garantir une etancheite absoiue du 
montage, un emaillage ou depdt d'une couche de resine epoxy 113, 116 est 
prevue aux deux extremites de l'element de filtration 11. L'emaillage ou le 
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depot precite peut recouvrir les extremites precitees sur une longueur de 
1 cm environ. Les couches externe 113 et interne ilk sont constituees en 
alurDine.,a de diametre moyen de pores compris entre 0 ,1 et 0,4 pm, de 
preference de 0,2 pm, et le manchon cylindrique 112 en alumine a d'un 
diametre de pores de 10 |jm a 15 pm environ, Le manchon cylindrique 112 
et les couches interne ll'f et externe 113 sont lies de fa^on monolithique 
par frittage. 

Ainsl qu'on Ta en outre represente en figure 3, Taxe de 
montage 10 comporte avantageusement une canalisation interne centrale 
105 abouchant a la partie opposee de la partie distale de I'axe de montage 
10 precite. La canalisation. interne centrale 105 abouche ainsi a I'interieur 
de Teiement de filtration 11 ou du manchon cylindrique 112 precite et 
constitue Textremite des moyens de preievement 2. Sur la figure 3, les 
orifices par lesquels le canal interne central 105 abouche dans le manchon 
112 sont notes 1G5C et 1051. 

Une description plus detaillee des moyens de commande et de 
calcul 5 sera donnee en liaison avec les figures 1 et 5. 

Ainsi qu'on I'a represente en figure 1, les moyens 5 de 
commande et de calcul peuvent etre constitues avantageusement par un 
microprocesseur CPU interconnecte a des circuits d'interface 51 et 52 et 
comportant en outre une memoire de programme 50. 

Les circuits d'interface precites comportent avantageusement 
une premiere serie 51 de C'.rcuits d'interface de commande de preievement. 
Ces circuits d'interface de la premiere serie 51 peuvent consister chacun en 
un circuit de conversion numerique analogique delivrant a chacune des 
electrovannes a trois voies precedemment decrites et a la pompe 
peristaitique 20 une tension de commande de marche ou d'arret par 
exemple. 

De meme, la deuxieme serie 52 de circuits d'interface de 
detection de niveau d'echantilion peut consister, pour chacun des 
interfaces, en un circuit de conversion analogique numerique delivrant au 
microprocesseur CPU des messages correspondants de niveau d'echantilion 
dans le pot d'echantillonnage 3- 
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La memoire de programme 30 peut avantageusement etre 
constituee par une memoire morte ROM dans JaqueJle un programme de 
conduite sequentielle du prelevement d'echantillon est implante. 

Ainsi qu'on Ta represente en figure 5, le programme de 
conduite sequentielle du prelevement d'echantillon peut comporter 
avantageusement un premier sous programme 1000 permettant d*as5urer 
une phase de predecoimatage de Telement de filtration 1 par admission 
d'un gaz inerte vers le reacteur ou fermenteur R. Dans ce cas, la troisieme 
electrovanne a trois voies est commandee en tension, eiectrovanne 423, et 
Jes premiere et deuxieme electrovannes a trois voies sont au repos, 
electrovannes 421, 422. 

Le premier sous programme 1000 est ensuite suivi d'un 
deuxieme sous programme. 1001 permettant de placer le systeme, objet de 
I'invention, en une phase d'attente pendant une duree de quelques secondes 
par exemple. Dans ce cas, aucun des elements de prelevement n*est excite. 

Le deuxieme sous programme 1000 precedemment mentionne 
est aJors suivi d*un troisieme sous programme 1002 permettant d'assurer 
une phase de prelevement proprement dite. Dans ce cas, la pompe 
peristaltique 20 est alors commandee en tension periodiquement et I'arret 
de la phase de prelevement est effectue sur detection par le micro- 
processeur CPU des messages correspondants de niveau d'echantillon dans 
le pot d'echantillonnage 3. 

Le troisieme sous programme I0C2 est ensuite suivi d'un 
quatrieme sous programme 1003 permettant d'assurer une phase de 
transfert de Techantillon contenu dans le pot d'echantillonnage 2 vers les 
circuits analyseurs ou, tout au moins, vers les circuits de distribution CD 
par I'intermediaire des electrovannes 35 et 36. Le quatrieme sous 
programme 1003 permet par- exemple, suite a Touverture des electrovannes 
35 et 36, de commander en tension Telectrovanne 37 de fagon a envoyer 
dans le pot d'echantlllonnage 3 a la partie superieure de celui-ci 
relativement a Techantlllon contenu dans le pot d'echantillonnage precite 
une syrpression de gaz inerte au liquide biologique constituant I'echantil- 



2647213 



14 



ion. Cette surpression permet d'assurer un transfert de la totalite de 
i'echantllJon vers le collecteur de fractionnement seion une sequence 
predeterminee. 

Le quatrieme sous programme 1003 precedemmeht decrit est 
5 aiors suivi d*un cinquieme sous programme 1004 permettant d'assurer un 
ringage a I'eau par commande en tension de la premiere electrovanne 421, 
la deuxieme electrovanne 422 a Tetat non excite delivrant i'eau de ringage 
vers le pot d'echantillonnage 3 par Tintermediaire de la pompe peristal- 
tlque 20 commandee elle-meme en tension. Le ringage, bien entendu, peut 
10 §tre effectue en permanence pendant une duree determinee. 

En outre, suite au cinquieme sous programme 1004 precedem- 
ment mentionne, succede un sixieme sous programme 1005 de lavages 
successives de durees de quelques secondes par exemple du pot d'echan- 
tillonnage 3 et des canalisations par I'intermediaire de la premiere 
15 electrovanne a trols voles 421 et de la pompe peristaltique 20. 

Enfin, un septieme sous programme 1006 de sechage du pot 
d'echantillonnage est prevu afin d'assurer le sechage du pot d'echantilion- 
nage precite et des canalisations pendant quelques minutes par Tinterme- 
diaire de la commande en tension de la premiere 421 et deuxieme 
20 electrovanne a trois voies 422 et de la pompe peristaltique 20. 

Bien entendu, la succession des programmes precites n'est pas 
limitative, un sous programme pouvant etre appele de maniere arbitraire de 
fagon a constituer une sequence appropriee en fonction de Tapplication 
consideree. Ainsi, il est possible entre le sous programme de phase de 
25 prelevement 1002 et le sous programme de phase de transfert echantillon 
vers les circuits analyseurs 1003 d'ins.erer un appel du sous programme de 
phase de decolmatage 1000 pour constituer un nouveau decolmatage de 
I'element de filtration 1. 

Un tableau recapitulatif d*un cycle de prelevement automa- 
30 tique preferentiel est donne ci-apres dans la description, ce tableau 
Indiquant a titre d'exemple non limitatif, d'une part, les sous programmes 
appeles, les numeros des sequences correspondantes» les operations 
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unitaires correspondant a chaque sequence, la duree de ces operations et 
Jes eJectrovannes et elements du systeme representes en figure 1 
commandes en tension. 



SEQUENCES 


OPERATIONS 
UNITAIRES 


DUREES 


ORGANES SOUS 
TENSION 


2 


PredecolmataEe 


OJ s 


«f23 


3 


Attente 


10 s 






PreJevement 


jusqu'a 
contact 
sonde ni- 
veau choisie 


Pompe 20, 
22 a raison 
de 0,2 s toutes 
les 30 5 


5 


Decolmatage 


0,5 s 




6 


Transfer! vers le 
collecteur 




35, 37, 
36 


7 


Rincage a Teau 


1 mn 


20, 35, ti2l 


* 7' 


3 lavages successifs 
du pot et des 
canalisations 


3s 
10s 


20, k2\ 
20, 35, (f21 


8 


Sechage pot 
canalisations 


2 mn 


20, 35, ^f22 
421, 22 


9 


Avance d'un tube 






10 


Attente preprogram- 
mee d'un nouveau 
cycle 







Bien entendu, les durees precitees sont donnees a tltre 
indicatif et sont susceptibles d'etre modifiees pour adaptation aux 
differents types de culture ou milieux biologiques. Par exemple, la duree 
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de Ja sequence n" 5 de decoimatage peut §tre augmentee jusqu'a 3 a 4 
secondes si necessaire et la sequence 6 de transfert peut etre de I'ordre de 
JO secondes. Celle de la sequence 9 est tres rapide et celle de la sequence 
10 est queiconque. 

On notera que dans un mode de realisation particulierement 
avantageux du systeme objet de Tinvention, le microprocesseur CPU peut 
avantageusement etre constitue par un microprocesseur 8 bits normalement 
disponible dans le commerce. Dans ce cas, le microprocesseur CPU peut 
etre interconnecte par une liaison de type bus vers un microordinateur, 
lequel permet d'assurer un fonctionnement interactif du systeme objet de 
rinvention avec un utilisateur, le systeme, objet de I'invention precite, 
pouvant alors €tre programme. 

Dans le cas ou le microprocesseur CPU est constitue par un 
microprocesseur 8 bits, il est alors avantageux d*affecter chaque bit du mot 
de 8 bits traite par le microprocesseur considere a I'un des elements tel que 
electrovanne a deux voies ou trois voies ou pompe peristaltique du 
dispbsitif represente en figure 1 par Tintermediaire de I'interface de 
commande correspondante 51- Ainsi, chaque sequence correspond simple- 
ment a un mot de 8 bits .constituant le sous programme 1000 a 1006 
represente en figure 5. Chaque bit de valeur 0 ou 1 peut alors permettre, 
par J'intermediaire des interfaces de commande 5i precitees, de com- 
mander en tension ou, au contraire, de supprimer cette commande en 
tension pour les eiectrovar.nes ou la pompe peristaltique consideree. 

Dans un mode de realisation particulier non limitatif, le 
microprocesseur CPU et les circuits d'interface sont remplaces par un 
automate programmable. L'automate programmable utilise etait un 
automate programmable de marque KLOCKNER-MOELLER type PS3-DC. 
Un tel mode de realisation permet une utilisation plus souple du systeme. 

On a ainsi decrit un systeme echantlllonneur automatique d'un 
liquide biologique a prelevement sterile particulierement avantageux. 

En effet, le systeme, objet de llnvention, permet une mise en 
place "in situ" en i'absence de boucle de recycJage, Ensuite, le systeme, 
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objet de rinvention, permet d'assurer un prelevement d'echantillon en 
Tabsence de contrainte sur ies cellules animales, vegetales ou microorga- 
nismes du milieu biologique dans lequel Techantillon doit #tre preleve, Je 
systeme, seJon J'invention, etant en cela non destructeur. 
5 En outre, 1^ systeme selon 1 'invention permet d'obtenir un 

comportement sterile en Tabsence de necesslte d'une sterilisation a la 
vapeur conformement aux dlspositifs de I'art anterieur. 

De m§me, ^utilisation d'un element de filtration de porosite 
de 0,2 pm ou en dega en couche externe, simple ou double permet 
10 d'effectuer un echantiilonnage de milieu biologique comportant des 
bacteries. 

En outre, la simplicite de conception du systeme represente en 
figure 1 permet d'obtenir, d'une part, une grande fiabilite de fonctionne- 
ment de I'ensembJe a tres faible volume mort, ce qui permet une filtration 
15 de petit volume avec un court temps de latence. 

Bien entendu, un autre avantage du systeme, objet de 
rinvention, est le contrdJe permanent du coimatage de Telement de 
filtration par une premiere sequence de predecolmatage puis une sequence 
de decolmatage, suite a la sequence de prelevement. 
20 En outre, ie systeme, objet de rinvention, permet le choix d*un 

volume d'echantillonnage constant quelle que soit la quantite de gaz dissous 
et desorbant, Ja concentration en cellules du milieu biologique considere, la 
taille de ces cellules ou encore la presslon interne dans ie reacteur R. 

En outre, les cartouches de I'eiement de filtration l amovible 
23- sont facilement reutilisables et interchangeables. 

Le systeme, objet de rinvention, permet egalement une 
utilisation modulaire a partir de la taille des petits reacteurs ou 
fermenteurs de laboratoire de contenance de deux litres jusqu'a la taille 
industrielle. 

30 L*utilisation du systeme, tel que represente en figure 1, est 

facilitee par la mise en surpression du reacteur ou fermenteur R, ce qui 
permet d'envisager une utilisation ave<; des milieux ou iiquides biologiques 
relativement visqueux. 
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Enlin, une analyse de prodults volatils precise peut ^tre 
effectuee grice a la refrigeration du pot d'echantillonnage ou de molecules 
peu ou pas volatlles. 

Des tests de sterilite et de bon fonctionnement du dispositif 
5 ou systeme seion Tinvention, tel que represente en figure 1, ont ete 
effectues seion deux processus differents : 

. par simulation de preievement repetitif a Intervalles de 2 heures pendant 
une duree de 2 semaines sur un milieu synthetique dassique de 
fermentation, sterile et sans ensemencement de microorganismes, 
10 . puis par injection de milieu fortement charge en bacteries de petite taille 
de Texterieur du module de filtration vers Tinterieur du fermenteur, 
c*est-a-dlre dans un milieu sterile. 

Les resultats obtenus ont ete tres satisfaisants puisqu'aucune 
contamination du milieu contenu dans le fermenteur n*a ete observee. 
15 Le bon fonctionnement du systeme a par ailleurs ete teste sur 

la qualite des prelevements a partir de fermentations utilisant differents 
microorganismes avec des levures telles Saccharom yces u var u m et 
Saccharomyces cerevisiae , des bacteries comme Escherichia coli et 
Clostridium acetonobutylieum et enfin un melange de bacteries, levures et 
20 champignons filamenteux. Quelles que soient les conditions operatoires, 
Techantillon preleve a toujours ete exempt de microorganismes. De plus, 
les suivis en ligne, grace au couplage chromatographe en phase gazeuse/ 
echantillonneur, de fern^sntations anaerobies comme la production 
d'ethanol par S. uvaru'm ou d'acetone-butanol par C> acetonobutylicum t ont 
25 montre une excellente concordance entre les analyses en ligne et celles 
realisees par preievement manuel hors ligne. 
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REVENDICATIONS 

1. Systeme echantillonneur automatique d*un liquide biolo- 
gique a preJevement sterile, ledit systeme echantillonneur comprenant un 
module de preievement dans un reacteur du liquide blologique, un module 
de filtration relie a un pot d'echantillonnage^ un circuit de distribution du 
ou des echantillons vers des moyens anaJyseurs et des moyens de commande 
et de calcul interconnectes respectivement au module de preievement, au 
module de filtration, au pot d'echantlilonnage et au circuit de distribution 
du ou des echantillons pour assurer une commande sequentielJe de la prise 
d*echantillons, caracterise en ce que ledit module de filtration (1) est place 
en extremite dudit module de preievement (2) dans le reacteur (R), Jedit 
pot d'echantillonnage (3) etant directement connecte en sortie du module 
de preievement (2) et en ce que ledit systeme echantillonneur comporte, en 
outre, un circuit (40, 41, 42) d'injection de fluides de controle des circuits 
de preievement const itues par le module de filtration (1), le module de 
preievement (2), ie pot d'echantiiJonnageO), ledit circuit d'injection de 
fluides de controle etant commande sequentieilement par ledit moyen de 
contrdle et de calcul (5). 

2. Systeme selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ledit circuit d*injection de fluides de controle des circuits de preievement 
comporte un premier circuit (40) d'injection d'un gaz inerte au liquide 
biologique permettant d'assurer un predecolmatage et/ou un decolmatage 
dudit module de filtration (1) par injection dudit gaz vers le reacteur (R). 

3. Systeme selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce que ledit circuit d'injection de fluides de controle des circuits de 
preievement comporte un deuxieme circuit (41) d'injection d*une eau de 
rin^age des circuits assurant la liaison entre ledit reacteur (R) et le pot 
d'echantillonnage (3). 

4. Systeme selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en 
ce que ledit circuit d'injection de fluides de controle des circuits de 
preievement comporte, en outre, un troisieme circuit (42) d'injection d'air 
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sec dans les circuits assurant la liaison entre iedit reacteur (R) et le pot 
d'echantillonnage (3). 

5. Systeme seion Tune des revendications 2 a ^ precedentes, 
caracterise en ce que lesdits premier «fO), deuxieme (^l), troisieme (42) 
circuits d'lnjection d'un gaz Inerte, d'une eau de ringage, d'un air sec sont 
constitues par : 

. une premiere electrovanne «fr21) a trois voles Interconnectee en liaison 
entre i'extremite dudit module de prelevement relle au module de 
filtration (1) et ledit pot d'echantillonnage (3), et recevant, sur une 
entree auxiliaire, i'eau de ringage ou Tair de sechage, 

. une deuxieme electrovanne a trois voles (422) connectee en liaison entre 
le circuit d'amenee d'eau de ringage et ladite entree auxlliaire de la 
premiere electrovanne, et recevant, sur une entree auxlliaire, ledit air de 
sechage, 

. une troisieme electrovanne a trois voies (423) connectee en liaison entre 
la premiere electrovanne et ledit pot d*echantillonnage (3) et. dont une 
entree auxlliaire revolt ledit gaz inerte au liquide blologique. 

6. Systeme selon la revendication 5, caracterise en ce que 
ladite troisieme electrovanne est interconnectee audit pot d'echantillon- 
nage par Tintermediaire d'une pompe perlstaltique (20). 

7. Systeme selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ledit pot d'echantillonnage (3) est un pot refrigere. 

8. Systeme selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce que ledit pot d'echantillonnage (3) comprend : 

. un orifice (30) d'entree d'echantiilon, 

. une chambre (31) d'admission d'echantiilon muni d'un repartiteur (310), 
• un event (311) en communication avec ladite chambre d'admission (31), 
. une chambre de reception d'echantiilon (32) en communication avec 
ladite chambre d'admission (31), ladite chambre de reception d'echan- 
tiilon (32) etant munie d'une pluralite d'electrodes (320, 321, 322) 
constituant sondes de niveau de liquide blologique echantillone. 
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9. Systeme selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la liaison entre iadite premiere (421) electrovanne a 
trois voies et I'extremite dudit module de prelevement relie au module de 
filtration (1) est effectuee par I'intermediaire d'une vanne multivoies de 
selection (21) dont ies entrees multiples peuvent etre reliees sequentielle- 
ment a un reacteur determine et dont la sortie est directement connectee a 
ladite premiere electrovanne trois voies (421). 

10. Systeme seion I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ledit module de filtration (1) comporte : 

. un corps de filtre central (10) formant axe de montage d'un element de 
filtration, 

. un element de filtration amovible (11) forme par un manchon en materiau 
ceramique et engage sur ledit axe de montage (10), la liaison entre les 
bords de section droite dudit element de filtration (11) et les surfaces 
d'appui dudit axe de montage (10) etant effectuee au moyen de joints 
d'etancheite (100, llO)* 

11. Systeme selon la revendication 10, caracterise en ce que 
ledit element de filtration (11) est constitue par : 

. un manchon cylindrique (112) ceramique de diametre moyen de pores de 
Tordre de 10 pm, 

. une couche interne ClK) et urie couche externa (113) en ceramique 
greffees sur ies surfaces iaterales interne et externe dudit manchon 
cylindrique, iesdites coi'ches interne (114) et externe (113) greffees 
presentant un diametre .noyen de pores inferieur ou egal a 0,2 pm. 

12. Systeme selon la revendication 10, caracterise en ce que 
ledit axe de montage comporte une canalisation interne centrale (105) 
abouchant a ia partie opposee a la partie distale dudit axe de montage et 
constituant I'extremite desdits moyens de prelevement (2). 

13. Systeme selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que lesdits moyens (5) de commande et de calcul sont constitues par 
un microprocesseur interconnecte a des circuits d'interface (51, 52) et 
comportant une memoire de programme (50). 
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1^. Systeme selon la revendication 13, caracterise en ce que 
lesdits circuits d'interface comportent : 

. une premiere serie (51) de circuits d'interface de commande de 
prelevement, lesdits circuits d'interface de la premiere serie consistant 
chacun en un circuit de conversion numerique analogique deiivrant a 
chacune des electrovannes trois voies et a iadite pompe peristaltique une 
tension de commande de marche ou d'arret^ 
. une deuxieme serie (52) de circuits d'interface de detection de niveau 
d'echantiilon, lesdits circuits d'interface de la deuxieme serie consistant 
chacun en un circuit de conversion analogique numerique deiivrant audit 
microprocesseur des messages correspondants de niveau d*echantillon dans 
le pot d*echantilionnage. 

15. Systeme selon I'une des revendications 13 ou 
caracterise en ce que ledit microprocesseur comporte, impiante en memoire 
morte (50) associee audit microprocesseur, un programme de conduite 
sequentielle du prelevement d'echantilion, ledit programme comportant au 
moins : 

. un premier sous programme (1000) permettant d*assurer une phase de 
predecolmatage dudit element de filtration par admission d'un gaz inerte 
vers le reacteur, iadite troisieme eiectrovanne a trois voies etant 
commandee en tension et iesdites premiere et deuxieme electrovannes a 
trois voies etant au repos, 

. un deuxieme sous programme (1001) permettant de placer le systeme en 
une phase d'attente pendant une duree de quelques secondes, aucun des 
elements de prelevement n'etant excite, 

. un troisieme sous programme (1002) permettant d'assurer une phase de 
prelevement proprement dit, iadite pompe peristaltique etant commandee 
en tension periodiquement, Tarr^t de la phase de prelevement etant 
effectue sur detection par ledit microprocesseur des messages corres- 
pondants de niveau d'echantillon dans le pot d'echantillonnage, 

. un quatrieme sous programme (1003) permettant d'assurer une phase de 
transfert de I'echantiilon contenu dans le pot d'echantillonnage vers les 
circuits analyseurs, 
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. un cinquieme sous programme (100^) permettant d'assurer un rin(;age a 
Teau par commande en tension de ladite premiere eiectrovanne, ladite 
deuxieme electrovanne, a I'etat non excite, delivrant ladite eau de 
rin^age vers le pot d'echantilionnage, par 14ntermediaire de la pompe 
3 peristaltique commandee en tension, ledit ringage etant efiectue pendant 

une duree predeterminee, 

. un slxieme sous programme (1005) de lavages successifs de durees de 
quelques secondes du pot d'echantillonnage et des canalisations par 
rintermediaire de la premiere electrovanne a trois voies et de la pompe 
10 peristaltique, 

. un septieme sous programme (1006) de sechage du pot d'echantillonnage 
et des canalisations pendant quelques minutes, par I'intermediaire de la 

. . commande en tension de la premiere et deuxieme electrovanne a trois 
voies, de la pompe peristaltique. 
15 16, Systeme selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise 

en ce que lesdits moyens (5) de commande sont constitues par un automate 

programmable. 
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BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



